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論文内容の要旨
　エラスチンは弾性線維の主要成分であり、血管、靱帯、肺、皮膚など、ほぼ全身
の臓器や組織に分布しており、エラスチンはこれらの臓器の基本的運動機能である
弾性の保持に関与している。
　弾性線維の質的、量的変化は臓器固有の機能に影響し、この異常は病気の要因に
なる。この弾性線維の異常の原因は、1）エラスチン遺伝子の転写レベル、2）翻訳
レベル、3）翻訳後修飾レベルよりなる合成系、，及び4）エラスチン線維の分解系の
いずれかの代謝異常より成り立っていると推測できる。近年エラスチンの分子生物
学的方法での研究が進み、1nRNAレベルにおけるエラスチン発現について数多くの
報告がある。例えば、EGF、高カリウムイオン、アンジオテンシンHはエラスチン
発現を減少し、TGF一β、c－GMP、ミノキシジール、レチノイン酸はエラスチン発
硯を増加することが判明している。
　エラスチン発現の変動を知る事は動脈硬化などの疾患、および創傷治癒などのメ
カニズムを知るうえで重要な事と思われる。
　そこで、私は、鶏胚由来動脈平滑筋細胞培養系を用い、細胞の増殖、分裂にとも
ないエラスチンの発現がどのレベルでどのように調節されているか検討した。
　まず、ヘパリンによるエラスチン合成と細胞増殖との関係について検討した．増
殖期のSMCにヘパリンを48，72時間処理すると、エラスチン生合成とlnRNAレベル
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を共に3倍程度増加し、細胞増殖を抑制した。一方、静止期のSMCにヘパリンを
1．41．U．／m1以下の濃度で48時間処理するか又は0．141．U．／m1以下の濃度で72
時間処理しても、エラスチン合成に影響を与えないが、141．U．／m1の濃度で48時
間処理すると、エラスチン生合成とmRNAレベルを共に対照の4／5程度まで減少した。
しかし、細胞増殖に対する影響は見られなかった。以上の結果より、SMCの増殖状
態に依存してヘパリンはエラスチン合成に対し相反する影響がある事が示唆され、
エラスチン発現に対して複雑な影響を与える事が分かった。
　ヘパリンはG1からS期へのプログレッションを抑制する事が既に知られている。
そこで、増殖とエラスチン合成との関連を明らかにするために次の方法でSMCを
同調した。1）血清を除去することによる静止期への導入、2）浮遊培養による静止
期への導入、3）チミジン／ヒドロキシウレアによるS期同調。そして、これらの同
調培養系を用いて、SMCの細胞周期とエラスチンの遺伝子発現との関係を検討した。
SMCは血清を除いた48時間後、　DNA合成の低下とc－mycのlnRNAの低下が見られた
事より静止期（Go）であると思われた。この条件下、エラスチン合成は5倍、エラス
チンmRNAの発現は3．5倍、エラスチン遺伝子の転写効率は2倍とそれぞれ対照より
増加した。再び血清を添加する事で細胞は、Go期から離れ細胞周期に入り、DNA
合成とc－mycのmRNAの発現が促進され、エラスチン合成、エラスチンmRNAの発現、
及びエラスチン遺伝子の転写効率は、いずれも低下した。次に、SMCを10％FBS存
在下、浮遊培養で72時間培養すると、エラスチンmRNAは4倍増加した。この時、
DNA合成とcrnycのmRNAの発現は低下しており、SMCが静止期であると思われた。
SMCをチミジン／ヒドロキシウレアで処理して、Gl／S期に同調した。ノーザンプ
ロットにより測定したエラスチンmRNAはG1／S期では変わらず、　G2／M期で減少した。
エラスチンのmRNAレベルはGビS－G2－M期に比べGo期でもっとも発現量が多く、こ
れらの結果より、エラスチン遺伝子の発現と細胞周期との間に密接な関係があり、
エラスチンの発現は、SMCの増殖状態を区別するよい生化学的マーカーとなる可
能性が考えられた。
　これまでに細胞増殖あるいは細胞周期に伴うエラスチンの発現について検討して
きた。そこで、細胞増殖を繰り返した結果エラスチンの発現はどの様に変化するか
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について検討した。
　初代から3代目までの継代培養において、3代目の培地中でのエラスチンの発
現は、初代に比べ1／10程度まで著明に低下した。尚、このエラスチンの発現の変
化は継代のためのトリプシン処理による変化ではなく、細胞分裂又は増殖性に依存
したものと思われた。ノーザンプロット解析によりエラスチンのlnRNAは、継代培
養に伴う変化は認められず、　更にエラスチンmRNAの翻訳活性も継代培養に伴う変
化は見られなかった。エラスチンの翻訳後は、幾つかの段階に分けられる。即ち、
トロポエラスチン分子のプロリン残基の水酸化、トロポエラスチンの細胞外への分
泌、リジルオキシダーゼによるエラスチン架橋形成とエラスチン線維形成、エラス
チン線維分解反応である。初代と比較して3代目のSMCのトロポエラスチンのプロ
リン水酸化率に差は見られなかった。又、モノクローナル抗エラスチン抗体を用い
て免疫学的に解析した結果、継代に伴うエラスチン分子の重合も確認されなかった。
そこで、トロポエラスチンの分解を測定するため、［3H］バリンで標識した初代培養
の培地を初代及び3代目のSMCに添加し、0，1，3，6時間培養した。初代培養のト
ロポエラスチン量は、0時間の4／5程度まで減少した。しかしながら、3代目の培地
におけるトロポエラスチンは、より早く分解を受け、6時間後では、0時間の3／10
以下に減少した。これらの結果は、トロポエラスチンのプロリンの水酸化や重合の
変化ではなく、トロポエラスチンの分解が早まった事を示唆している。更に、　エ
ラスチン分解活性を測定するため、〔3田バリンで標識した初代培養のトロポエラス
チンを基質として用い、試験管内で初代培養及び3代目培養の培地と混和し、37CC
でインキュベートした。初代培養の培地では6時間までのインキュベートでエラス
チン分解の著明な減少は見られなかった。対照的に、3代目の培地では、6時間イン
キュベートすると急激にエラスチンの分解が生じた。3代目の培地を100℃、　15分
間処理した時、この影響は見られなかった。更に、3代目の培地では、1mM　EDTA、
1mM　PMSFの存在下、トロポエラスチンの分解活性は低下したが、1mM　NEMの存在
下では低下しなかった。
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論文審査の結果の要旨
　弾性繊維の主要成分であるエラスチンは、ほぼ全身の臓器や組織に広く分布
しており、これらの基本的運動機能である弾性の保持に関与している。それゆ
え、その異常な質的量的変動は、臓器固有の機能に影響し、疾病の要因となる。
本研究は、鶏胚由来動脈平滑筋細胞培養系を用いてエラスチンの発現が細胞の
増殖、分裂に伴いどのレベルで、どの様に調節されているかを検討したもので
ある。その結果、っぎのような新しい知見を得ている。
1．ヘパリンなどの平滑筋細胞増殖抑制作用を持っ因子によりエラスチンの発
　現は促進される。
2．エラスチンの発現は、静止期で最大であり、増殖期では最小となる。エラ
　スチン合成の調節は、細胞周期に依存しており、遺伝子の転写レベルで行わ
　れている。これらの成績から、エラスチンの発現は、平滑筋細胞の増殖状態
　を知るうえに的確な生化学的指標となる可能性が示唆される。
3．平滑筋細胞の分裂に伴い、エラスチンの発現は減少する。すなわち継代に
　伴い、エラスチン分解酵素活性が充進し、エラスチンの発現を低下させるた
　めと考えられる。
　本論文は、今日まで未詳の点が多かった血管平滑筋細胞におけるエラスチン
の発現に関してmRNAレベルにおける調節機構を明らかにし、数々の新知見
を加えたものであり、臨床化学の基礎研究として価値ある内容と認められる。
また、記述も正確かっ適切で論文の体裁も整っており、博士論文として合格と
判定した。
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